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ERK信号通路在右美托咪定减轻小鼠神经
母细胞瘤细胞氧化应激损伤中的作用

赵文静 饶竹青 刘存明

  【摘要】 目的 观察右美托咪定对过氧化氢(H2O2)所致小鼠神经母细胞瘤细胞(mouseneuro-

blastomaN2acells,N2a)氧化应激损伤的影响,探讨ERK信号通路的作用。方法 在N2a细胞培养

基中加入一定浓度的 H2O2 建立N2a细胞氧化应激损伤模型。将细胞分为五组:对照组(C组)、右
美托咪定组(D组)、H2O2 组(H组)、H2O2+右美托咪定组(HD组)、H2O2+右美托咪定+ERK抑

制剂组(HDP组)。H组、HD组和HDP组给予200μmol/L的H2O2,HD组在H2O2 处理前30min
加入100ng/ml右美托咪定,HDP组在 H2O2 处理前30min加入100ng/ml右美托咪定和20

μmol/LERK抑制剂PD98059,D组在相应时点加入100ng/ml右美托咪定,C组给予等容量生理盐

水。在H2O2 刺激1h,检测细胞上清SOD活性,并分析ERK磷酸化水平;H2O2 刺激4h,观察细胞

生存、细胞形态学变化。结果 与C组比较,H 组 N2a细胞生存率明显降低,细胞形态明显损伤,

SOD活性明显下降(P<0.05);与 H 组比较,HD组的细胞生存率明显升高,细胞形态明显改善,

SOD活性明显升高,ERK磷酸化水平明显增强(P<0.05);与 HD组比较,HDP组细胞生存率明显

降低,细胞形态明显恶化,SOD活性明显降低(P<0.05)。C组和D组细胞生存率、细胞形态、SOD
活性及ERK磷酸化水平差异无统计学意义。结论 右美托咪定预处理能够减轻 H2O2 所致的N2a
细胞氧化应激损伤,其机制可能是通过激活细胞内ERK信号通路和提高SOD活性。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheroleandunderlyingmechanismofdexmedetomidine
inprotectingmouseneuroblastomaN2acellsagainstoxidativestressinjury,andtodiscusstheeffect
ofERKsignalingpathway.Methods Na2celloxidativestressinjurymodelwasestablishedbyH2O2
treatment.Cellsweredividedinto5groups:controlgroup(groupC),H2O2group(groupH),
dexmedetomidinegroup(groupD),H2O2+dexmedetomidinegroup(groupHD),H2O2+dexme-
detomidine+ERKinhibitorgroup(groupHDP).GroupH,groupHDandgroupHDPweregiven
200μmol/L H2O2 withorwithout100ng/mldexmedetomidineand20μmol/L ERKinhibitor
PD98059,groupD wastreatedwithdexmedetomidineatthecorrespondingpoint,groupC was
treatedwithequalnormalsaline,After1,4hoursofH2O2stimulation,cellsurvival,morphology
changes,SODproductionandERKintracellularsignalingpathwaywerecomparedbetweengroups.
Results ComparedtogroupC,N2acellsinthegroupHdemonstratedsignificantlyruducedcellsur-
vival,muchworsecellmorphologyandlessSODproduction(P<0.05).ComparedtogroupH,N2a
cellsingroupHDdemonstratedsignificantlyincreasedcellsurvival,muchbetterpreservedcellmor-
phology,higherlevelsofSODandenhancedERKactivation(P<0.05);ComparedtogroupHD,
cellsinthegroupHDPhadmarkedlydecreasedcellsurvival,worsecellmorphologyandlowerSOD
level(P<0.05).Nosignificantchangeswerefoundincellsurvival,morphologychanges,SODpro-
ductionandERKintracellularsignalingpathwaybetweenthegroupsCandD.Conclusion Dexme-
detomidineprotectedmouseneuroblastomaN2acellsagainstoxidativestressinjurybyregulating
ERKactivationandSODproduction.
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signalingpathway

  右美托咪定具有镇静、镇痛、抑制交感神经等

作用,具有减少麻醉药用量,保持血流动力学稳定

和呼吸抑制轻等特点。近年来,右美托咪定的神

经保护功能在多种神经损伤模型中得到证实[1-3]。
其中右美托咪定对神经缺血-再灌注损伤的减轻作

用越来越被重视。动物实验证实在脑半球缺血和

全脑缺血-再灌注等损伤模型中,右美托咪定可以

减轻神经细胞水肿、凋亡和坏死,减轻神经功能障

碍。但目前对右美托咪定减轻神经缺血-再灌注损

伤的机制尚不清楚。氧化应激在脑缺血-再灌注损

伤、神经退行性变的发生和发展中具有重要作用。
过氧化氢(H2O2)是活性氧的重要成分,可扩散到

细胞内,通过过氧化线粒体和细胞膜上脂质破坏

线粒体和细胞膜的完整性,是体外构建氧化应激

模型的重要手段。目前右美托咪定能否保护神经

细胞对抗 H2O2 引起的化学性氧化应激损伤报道

较少。本研究探讨右美托咪定对 H2O2 所致 N2a
细胞损 伤 的 影 响 以 及 ERK 信 号 通 路 在 其 中 的

作用。

材料与方法

实验材料与仪器 实验细胞:小鼠神经母细胞

瘤细 胞 株 N2a细 胞。药 物 与 试 剂:胎 牛 血 清、

DMEMH培养基、Hoechst33342荧光染料、右美托

咪定、抗ERK和p-ERK、GAPDH 等抗体、MTT、
相差倒置显微镜和细胞培养箱。

实验 细 胞 分 组 与 处 理 N2a细胞培养于含

10%胎牛血清、100U/ml青霉素和100U/ml链霉

素的DMEMH 培养基中,置于5%CO2,37℃培养

箱中培养,0.25%胰酶(含0.02%EDTA)消化传

代,选择对数生长期细胞进行实验。细胞共分为五

组:对照组(C组)、右美托咪定组(D组)、H2O2 组

(H组)、H2O2+右美托咪定组(HD组)、H2O2+右

美托咪定+ERK抑制剂组(HDP组)。H 组、HD
组和HDP组给予200μmol/L的 H2O2,HD组在

H2O2 处理前30min加入100ng/ml右美托咪定,

HDP组在H2O2 处理前30min加入100ng/ml右

美托咪定和20μmol/LERK抑制剂PD98059,D组

在相应时点加入100ng/ml右美托咪定,C组给予

等容量生理盐水。
超氧化物岐化酶(SOD)活性测定 H2O2 刺激

时间1h后,收集细胞上清,4℃下800r/min离心5

min后取上清,用于测定SOD活性。

Westernblot法检测 培养在6cm培养皿的

细胞,在H2O2 刺激时间1h后,所有组细胞加入细

胞裂解液,冰上裂解30min,在4℃12000r/min离

心20min后取上清,BCA法测定蛋白浓度,以每孔

30μg上样,利用电装系统转膜至PVDF膜,5%牛

奶封闭2h,分别孵育一抗过夜,TBST洗三遍后,二
抗孵育2h,TBST洗三遍后,用全自动化学发光成

像系统显像分析ERK、p-ERK等蛋白含量。
细胞生存率检测 用 MTT法检测细胞相对活

力。密度为1×105 的N2a细胞接种于96孔板过夜

后按实验分组给药,H2O2 刺激时间4h后,检测各

组570nm吸光度值,细胞生存率=各组细胞吸光

度值/对照组细胞吸光度值×100%,MTT测定方

法按产品说明书进行。
细胞形态学观察 密度为1×105 的N2a细胞

接种于24孔板过夜后按实验分组给药,H2O2 刺激

时间4h后,用相差倒置显微镜观察并照相。
统计分析 采用SPSS16.0软件进行统计分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

与C组比较,H组N2a细胞SOD活性明显降

低(P<0.05);与 H组比较,HD组的细胞SOD活

性明显升高(P<0.05);与 HD组比较,HDP组的

细胞SOD活性明显降低(P<0.05)。C组和D组

细胞SOD活性差异无统计学意义(图1)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与 H组比较,bP<0.05;与 HD
组比较,cP<0.05

图1 五组N2a细胞SOD活性的比较

五组细胞之间总ERK蛋白含量差异无统计学
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意义;与C组比较,H组N2a细胞p-ERK蛋白含量

减少,但差异无统计学意义;与 H组比较,HD组的

细胞p-ERK蛋白含量明显增加(P<0.05);与 HD
组比较,HDP组的细胞p-ERK蛋白含量明显减少

(P<0.05)。C组和D组p-ERK蛋白含量差异无

统计学意义(图2,3)。

  注:与 H组比较,aP<0.05;与 HD组比较,bP<0.05

图2 五组N2a细胞ERK蛋白含量的比较

  注:与 H组比较,aP<0.05;与 HD组比较,bP<0.05

图3 五组N2a细胞p-ERK蛋白含量的比较

与C组比较,H 组 N2a细胞生存率明显降低

(P<0.05);与H组比较,HD组的细胞生存率明显

升高(P<0.05);与 HD组比较,HDP组的细胞生

存率明显降低(P<0.05);C组和D组细胞生存率

差异无统计学意义(图4)。
细胞形态观察显示,C组和D组细胞呈圆形或

多边形,胞质饱满,细胞折光性好,突触伸展良好;
与C组比较,H 组细胞胞体缩小变圆,突触回缩变

细甚至断裂;与 H 组比较,HD组细胞形态改变较

少;与HD组比较,HDP组的细胞形态恶化(图5)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与 H组比较,bP<0.05;与 HD
组比较,cP<0.05

图4 五组N2a细胞生存率的比较

讨  论

右美托咪定是一种高选择性α2 肾上腺素受体

(α2-AR)激动药,在临床上常常作为麻醉辅助用药

和ICU患者镇静治疗被广泛应用。近年来,较多研

究报道了右美托咪定在保护神经系统功能和减轻

氧化应激损伤中的作用。右美托咪定可以减轻海

马CA1区的氧化应激损伤,改善创伤性脑损伤大鼠

的空间学习和记忆能力,促进神经功能障碍的恢

复[4]。右美托咪定预处理能通过抑制 TLR4/NF-
kB、激活 TLR4/TRIF信号通路降低炎症反应,从
而减轻了脑缺血-再灌注损伤[5]。本实验结果显示,
在 H2O2 导致的细胞氧化应激损伤模型中,右美托

咪定预处理减轻 N2a细胞损伤,提高细胞生存率,
改善细胞形态,从而减轻 H2O2 导致的N2a细胞氧

化应激损伤,本实验结果与既往文献报道一致。

SOD是一种抗氧化酶,能够有效清除氧自由

基,减轻细胞氧化应激损伤。研究发现,右美托咪

定可以抑制脂质过氧化产物 MDA 的产生,增强

SOD活性[6]。最近一项 Meta分析研究显示,右美

托咪定可以提高SOD活性,减轻炎症反应,减轻脑

缺血性损伤[7]。本实验中,右美托咪定增加 H2O2
刺激后N2a细胞的SOD活性,进一步证实SOD在

右美托咪定减轻细胞氧化应激损伤过程中的重要

介导作用。
本实验结果进一步提示 MAPK/ERK信号的

激活可能是右美托咪定预处理减轻 N2a细胞氧化

应激损伤的重要信号调控机制。MAPK信号通路

调节细胞增殖、运动,与细胞的生长、分裂、分化及

死亡有着密切的关系。在蛛网膜下腔出血模型中,
右美托咪定可以通过激活ERK信号通路减轻神经

功能障碍、脑水肿及血脑屏障功能损伤[1]。另一项
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图5 五组N2a细胞形态显微镜图(×100)

研究发现,右美托咪定能减轻新生大鼠海马区神经

元细胞的凋亡,这种保护作用是通过调控JNK和

p38,而非ERK信号通路产生[8]。p38MAPK信号

通路还介导右美托咪定对布比卡因神经毒性的保

护作用[9]。本实验显示:ERK抑制剂PD98059能

够消除右美托咪定的保护作用,并阻断右美托咪定

预处理提高H2O2 刺激后SOD活力的作用,右美托

咪定的神经保护机制与细胞内 MAPK/ERK信号

通路的激活有关。
综上所述,右美托咪定通过激活 MAPK/ERK

信号通路,减轻了N2a氧化应激损伤。右美托咪定

减轻脑和脊髓氧化应激损伤的剂量、作用时间、给
药方式有待进一步研究,以期为其临床应用提供更

有效的理论和实践基础。
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